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Abreviaturas 
ADN - Ácido desoxiribonucleico 
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Diferentes tipos de cáncer como es el caso del melanoma, se caracterizan 
por la pérdida de la comunicación intercelular mediante uniones 
comunicantes (UCs) y/o la regulación negativa de conexinas (Cxs). Las Cxs 
se han descrito como factores supresores de tumores en etapas tempranas 
del melanoma. Sin embargo su papel es controvertido durante la invasión 
de células tumorales y el proceso de metástasis. Las vesículas 
extracelulares y los exosomas liberados por las células participan en la 
comunicación celular y en la progresión tumoral. La proteína 
transmembrana conexina 43 (Cx43) puede formar parte de los exosomas y 
participa en la transferencia de información entre la célula diana y el 
exosoma a través de UCs. El objetivo principal de este trabajo fue estudiar 
la función de la Cx43 a nivel exosomal en progresión tumoral en melanoma. 
Los resultados de este trabajo indicaron que la Cx43 está presente en 
exosomas derivados de las células de melanoma que expresan de forma 
ectópica la Cx43 (A375-vCx43). La Cx43 a nivel exosomal disminuyó la 
proliferación celular y el crecimiento de colonias de líneas celulares de 
melanoma metastásico. El análisis del componente proteico de exosomas 
positivos y negativos para la Cx43 mediante espectrometría de masas 
mostró un cambio en la función de la partícula exosomal en presencia de 
la Cx43. Los resultados indican que la Cx43 a nivel exosomal, a través de 
su función de andamiaje, podría estar involucrada en el reclutamiento de 
proteínas y otras moléculas hacia los exosomas, cambiando su función en 
el progreso de melanoma. Una mayor comprensión del papel de Cx43 a 
nivel exosomal podría repercutir positivamente en el desarrollo de nuevas 
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Resumo 
Sábese que a perda da comunicación intercelular mediante unións 
comunicantes (UCs) e/ou a regulación negativa das conexinas (Cxs), dáse 
en diferentes tipos de cancro, incluído o melanoma. As Cxs describíronse 
como supresores tumorales en estadíos temperás do melanoma. 
Namentres, durante a invasión das células tumorales e a metástase, o seu 
papel é controvertido. As vesículas extracelulares e os exosomas liberados 
polas células, participan na comunicación celular e poden participar na 
progresión tumoral. A proteína transmembrana conexina 43 (Cx43) foi 
atopada nos exosomas e participa na transferencia de información á célula 
diana a través de UCs. O obxetivo principal deste traballo foi coñecer o 
papel da Cx43 presente nos exosomas de liñas de melanoma durante a 
progresión tumoral. Os resultados amosaron que a Cx43 só estaba 
presente nos exosomas derivados das células de melanoma con expresión 
ectópica para a Cx43 (A375-vCx43). Cando se expuxeron diferentes liñas 
celulares de melanoma á Cx43 exosomal, estas vesículas diminuíron a 
proliferación celular e o crecemento de colonias. A análise das proteínas 
presentes nos exosomas das liñas positiva e negativa para a Cx43 
mediante espectometría de masas indicou que a Cx43 a nivel  exosomal a 
través da súa función de andamio podería estar implicada no recrutamento 
de proteínas e outros compostos cara os exosomas, cambiando o seu 
papel no progreso do melanoma. Unha maior comprensión do papel da 
Cx43 nos exosomas terá implicacións para o desenvolvemento de novas 
estratexias terapéuticas para combater a metástase no melanoma.  
 




Loss of gap junction intercellular communication (GJIC) and/or 
downregulation of connexins (Cxs) have been reported in different cancer 
types ncluding melanoma. Cxs have been described as tumor suppressors 
in earlier stages of melanoma. However during tumor cell invasion and 
metastasis their role is still controversial. Extracellular vesicles (EVs) and  
exosomes released by cells participate in cell communication and can be 
involved in tumor progression. The transmembrane protein connexin43 
(Cx43) was found in exosomas and participate in the transfer of information 
to the target cell though gap junctions (GJs). The aim of this work was to 
study the role of the Cx43 in exosomas in melanoma progression. Cx43 was 
only present in exosomes derived from melanoma cells expressing ectopic 
Cx43 (A375-vCx43). When different melanoma cell lines were exposed to 
exosomal Cx43, these vesicles decreased cell proliferation and blocked 
colonies grown. The analysis of protein content of the exosomes positive 
and negative for Cx43 was carried out by mass spectrometry. Our results 
indicated that exosomal Cx43 through its scaffolding function may be 
involved in the recruitment of proteins and other molecules to the exosomes 
switching the role of these EVs in melanoma progression. Further 
understanding of the role of Cx43 in the exosomes will have important 








El intercambio de información entre dos células en contacto ocurre  
principalmente a través de  uniones comunicantes (UC) o Gap Junctions. 
Este tipo de comunicación está mediada en vertebrados por las proteínas 
denominadas conexinas (Cxs). En invertebrados, las proteínas 
responsables de la formación de este tipo de canales de comunicación 
intercelular se denominaron inexinas1. En humanos se han descrito 21 tipo 
de Cxs, detectándose expresión de alguna isoforma en prácticamente 
todos los tejidos2. En el año 2000, Panchin et al.3 describieron unas 
proteínas que presentaban homología de secuencia aminoacídica con las 
inexinas y de estructura con las Cxs, a las que denominaron panexinas 
(Panxs). Se han descrito tres miembros de esta familia: la Panx1, Panx2 y 
Panx34. Aunque existe controversia en el campo, se ha descrito que las Pxs 
son capaces de formar hemicanales pero no UCs1.  
 
Las Cxs constituyen una familia de proteínas transmembrana implicadas 
en comunicación celular a través de canales de membrana, de vesículas 
extracelulares (VEs) y de nanotubos5. Hoy en día se siguen nombrando en 
función de su peso molecular; por ejemplo la conexina 43 (Cx43), tiene un 
tamaño de ~ 43 kDa. De las 21 isoformas de Cxs, 10 de ellas, incluyendo 
la Cx43 y la Cx26, se expresan en la epidermis humana1,6. Estas proteínas 
se sintetizan en el Retículo Endoplasmático Rugoso (RER) y viajan al 
Aparato de Golgi (AG) donde oligomerizan para ser transportadas a la 
membrana plasmática en forma de canales, donde se insertan para ejercer 
su función. En varios trabajos se ha sugerido que estos canales se insertan 
también en membranas de componentes subcelulares como, por ejemplo, 
en la mitocondria7.  
 
Seis conexinas oligomerizan para formar un canal denominado conexón o 
hemicanal (Figura 1). Los conexones que se encuentran formados por un 
Introducción 
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único tipo de Cx se denominan conexones homoméricos, mientras que los 
conexones conformados por más de un tipo de Cx se denominan 
heteroméricos8. El acoplamiento entre dos conexones de dos células 
adyacentes (o entre una célula y una vesícula extracelular)5 da lugar a la 
UC. Las UCs pueden estar formadas por dos conexones de la misma 
composición y son conocidas como homotípicas. Cuando los conexones 
tienen diferente composición (isoformas) forman un canal heterotípico8. Los 
hemicanales son los canales encargados del intercambio de información 
entre la célula y su entorno9. A través de estos canales o a través de  las 
UCs, las células son capaces de intercambiar iones, metabolitos, pequeñas 
moléculas de ARN como microARNs (miARN), segundos mensajeros, 
glutamato, ATP, etc1.
Las Cxs y las Panxs son proteínas transmembrana formadas por 4 
dominios transmembrana, 2 dominios extracelulares, 3 dominios 
intracelulares, entre los que se encuentra un dominio en forma de bucle o 
“loop”, el dominio  C-terminal y  el dominio N-terminal10. 
La piel está formada por tres capas diferenciadas de distinto origen 
embrionario, siendo la zona más externa la epidermis, seguida de la dermis 
y la hipodermis11. La expresión de las Cxs en las diferentes capas de la piel 
ocurre de forma temporal y espacial (Figura 2). La Cx43 se expresa en 
Figura 1. Canales formados por diversos tipos de conexones y UCs .Imagen obtenida y 
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todas las capas de la epidermis, mientras que otros tipos de Cxs 
únicamente se localizan en un único estrato12. 
La Cx43 además de formar canales en la membrana citoplasmática y 
probablemente en la membrana de otros orgánulos celulares, regula la 
expresión génica a través del elemento de respuesta a conexinas (ERCx) 
y Sp1/Sp3. Esta proteína tiene la capacidad de actuar como proteína de 
andamiaje, regulando diferentes vías de señalización por secuestro de 
otras proteínas en la membrana y liberación hacia el núcleo. Las funciones 
de formar canales de comunicación intercelular, de andamiaje y control de 
la expresión génica están implicadas en la función supresora de tumores 
que ejerce la Cx43 en determinados tipos de cáncer, como es el caso del 
melanoma13,14. 
El melanoma metastásico es un tipo de cáncer altamente agresivo cuya 
incidencia sigue aumentando a día de hoy en todo el mundo15. Es el tumor 
responsable del 80% de las muertes por tumores malignos de la piel1. El 
melanoma se encuentra dentro de los 10 tipos de tumores más frecuentes 
en Europa, siendo más frecuente en mujeres que en hombres. Presenta 
una alta capacidad metastásica que ocurre desde las primeras etapa de la 
enfermedad junto con el desarrollo de resistencia a tratamientos y terapias 
Figura 2. Patrón de expresión de las Cxs en la epidermis. La Cx43 se expresa en todas 
las capas de la epidermis. Imagen obtenida y adaptada de Martin PE, Easton JA, 
Hodgins MB, Wright CS. Connexins: sensors of epidermal integrity that are therapeutic 
targets. FEBS Lett. 2014;588(8):1304-14. 
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dirigidas, lo que hacen del melanoma maligno una condición incurable y 
mortal a día de hoy.  
 
El melanoma se desarrolla por la transformación maligna de los 
melanocitos, que son las células epidérmicas encargadas de la producción 
de melanina. Los melanocitos están localizados en la membrana basal de 
la epidermis, y su crecimiento está controlado por los queratinocitos 
circundantes, en cuyo control participan los canales de Cxs17. Actualmente, 
entre un 50-60% de los pacientes con melanoma presentan mutaciones en 
BRAF, mientras que un 15% presentan mutaciones en NRAS18.  
 
Entre las estrategias para el tratamiento del melanoma, destaca el 
tratamiento basado en mutaciones en la quinasa B-Raf (BRAF), que 
sobreactiva la vía de señalización de la proteína quinasa activada por 
mitógenos (MAPK)5, favoreciendo la progresión tumoral en una amplia 
mayoría de melanomas, así como en otro tipo de tumores BRAF mutado. 
Entre las mutaciones BRAF identificadas en cáncer humano destaca una 
sustitución de valina (V) a ácido glutámico (E) en la posición 600 de BRAF 
(V600E), dentro del dominio de activación de la quinasa19. La mutación 
V600E representa entre el 80-90% de las mutaciones BRAF detectadas en 
cáncer y está asociada con un mal pronóstico. Otras mutaciones incluyen 
cambios por una lisina (V600K). Este tipo de mutaciones desencadena en 
la activación constitutiva de la ruta de señalización de la MAPK/ERK (RAS-
RAF-MEK-ERK) en ausencia de citoquinas, hormonas o factores de 
crecimiento (que activan los receptores de las tirosina quinasas y otros 
receptores en membrana), desencadenando un incremento de la 
proliferación celular y cáncer20. 
 
En el año 1966 se describió que las células tumorales no eran capaces de 
comunicarse a través de UCs, sin embargo hoy día se sabe que esto 
depende del tipo de tumor y etapa del mismo21. En el caso del melanoma, 
la Cx43 parece estar implicada en la supresión tumoral, sin embargo existe 
Introducción 
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cierta controversia en el campo, especialmente durante el proceso de 
metástasis13,14.  
 
Entre las modificaciones postraduccionales (MPTs) que sufre la Cx43, 
destaca la fosforilación de la proteína por la MAPK en diferentes residuos 
de serina (S255/S262/S279/S282). Dichas fosforilaciones afectan a la 
estabilidad de la proteína, afectando a la actividad de las UCs y al control 
de la proliferación, migración celular y en algunos casos, de forma 
independiente, a la actividad de los canales por interferencia en la 
interacción del dominio C-terminal de la Cx43, con proteínas implicadas en 
control de proliferación, migración y desdiferenciación celular21.  
 
Los exosomas son pequeñas vesículas liberadas por las células y 
caracterizadas por tener un tamaño de 30 a 100 nm de diámetro22.  La 
secreción de exosomas o vesículas extracelulares (VEs) es un proceso 
altamente controlado, conocido como exocitosis23. Las VEs son partículas 
estables y se han detectado en diversos fluidos corporales como la orina y 
la sangre y  además, también se encuentran en el medio de células en 
cultivo23. Los exosomas transportan moléculas como proteínas, ácidos 
nucleicos (ARN y ADN), lípidos y otros componentes que pueden modificar 
la señalización celular y metabolismo en las células receptoras24. Durante 
la progresión tumoral la información que llevan estas partículas se ha 
relacionado con la “educación” de células de la médula ósea para escapar 
del sistema inmune y fomentar la formación del nicho pre-metastásico22. 
Estudios recientes han demostrado que la presencia de Cx43 en exosomas 
podría aumentar la eficacia de la terapia al dirigir el exosoma hacia la célula 
diana25. Se ha descrito que la Cx43 favorece la internalización de estas 
vesículas por las células receptoras y además, permite el intercambio de 
componentes como péptidos, pequeñas moléculas de ADN o ARN con la 
célula receptora a través de UC sin necesidad de internalizarse, 
contribuyendo a la complejidad funcional de estas vesículas26. Además, la 
actividad de andamiaje de la Cx43 podría también estar implicada en el 
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reclutamiento y anclaje de proteínas y moléculas de ARN o ADN al 
exosoma, cambiando su composición y por tanto modificando su función26.  
 
En este trabajo de fin de máster se ha estudiado el papel de la Cx43 a nivel 
exosomal en líneas celulares de melanoma. Los resultados sugieren que la 
presencia de la Cx43 en las partículas exosomales dota a las mismas de 




2.1. Estudiar el papel de la Cx43 a nivel exosomal durante la progresión 
del melanoma metastásico. 
2.2. Caracterizar el componente proteico de las vesículas extracelulares y 
exosomas aislados de células de melanoma metastásico con y sin Cx43. 
 
Material y Métodos 
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3. Material y Métodos  
 
3.1. Cultivo de líneas celulares 
 
Para llevar a cabo este estudio se utilizaron las líneas de melanoma 
humano A375, SK-MEL-28, SK-MEL-103 y SK-MEL-147. Las líneas se 
cultivaron en DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) y 
1% penicilina/streptomicina (P/S). La línea A375 es una línea de melanoma 
maligno extraída de una mujer de 54 años, y presenta una mutación en el 
gen BRAF. La línea SK-MEL-28 ha sido extraída de un hombre de 51 años, 
con mutación en el gen BRAF. Por el contrario, la línea SK-MEL-103 y SK-
MEL-147 presentan una mutación en el gen NRAS. Las células de 
melanoma se incubaron en estufas de cultivo a 37 grados centígrados (ºC) 
al 5% de CO2 y saturación de humedad. 
 
3.2. Inmunofluorescencia  
 
Las células fueron cultivadas sobre unos cubreobjetos denominados 
coverslips hasta alcanzar la confluencia. Se lavaron con suero fisiológico 
atemperado para retirar los restos de medio de cultivo y posteriormente se 
fijaron en paraformaldehido al 4% frío. Se lavaron dos veces con tampón 
fosfato salino (PBS) y se mantuvieron en frío. Se añadió glicina 0.1 M 
durante 10 minuto (min) a temperatura ambiente para bloquear la 
autofluorescencia del paraformaldehido. Las membranas fueron 
permeabilizadas con 0.1-0.25% de Triton X-100 en PBS durante 10 min a 
temperatura ambiente. Después de la permeabilización se añadió albúmina 
de suero bovino (BSA) al 1% + PBST (PBS + Tween 0.1%) durante 30 min 
a temperatura ambiente para bloquear uniones inespecíficas. A 
continuación se añadió el anticuerpo primario anti-Cx43 a una 
concentración de 1:200 (Polyclonal Anti-Connexin43 antibody produced in 
rabbit, Ref: C6219-100UL; Sigma-Aldrich), durante 1h a temperatura 
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ambiente. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS de 10 min cada 
uno y se añadió el anticuerpo secundario a una concentración de 1:100 
(Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, FITC, 
Ref: F-2765; Sigma-Aldrich) durante 1h a temperatura ambiente y en 
oscuridad. Se  hicieron 3 lavados con PBS. Como control negativo se 
añadió anticuerpo secundario pero no primario. Por último se tiñeron los 
núcleos con un marcador fluorescente a una concentración 1:5000  (DAPI 
(4 ‘,6-diamino-2-fenilindol diclorhidrato), Ref: D9542; Sigma - Aldrich®) 
durante 5 min, antes de montarlas con glycergel (Dako Glycergel Mounting 
Medium, Ref: C0563; Agilent).  
  
3.3. Co-Inmunoprecipitación de proteínas (CoIP) 
 
Se siguió el protocolo publicado por Nelson et al. en 200627 para la 
realización de ChIP (Chromatin Inmunoprecipitation), ajustado al estudio de 
interacciones de proteínas (Co-IP). Las células fueron fijadas para bloquear 
las uniones entre proteínas (Cross-linking o entrecruzamiento) con 
formaldehído al 1 %, durante 15 min a temperatura ambiente, y 
posteriormente con glicina 0,125 M durante 10 min. Las células se 
recogieron mediante centrifugación (1500 rpm, 5 min, 4ºC) y se lavaron dos 
veces con PBS. El pellet celular se resuspendió en tampón de lisis (Tris-
HCl 50 mM a pH 7,5, EDTA 5 mM pH 8, NP-40 0,5% vol/vol, Triton X-100 
1% vol/vol, NaCl 150 mM), al que se le añadieron previamente inhibidores 
de proteasas (Ref: p8340; Sigma-Aldrich) y PMSF (Phenylmethylsulfonyl 
fluoride; Sigma-Aldrich) 0.1 mM. Se utilizaron partículas de agarosa con 
proteína G unida  (Protein G Plus – Agarose Ref sc-2002; SantaCruz 
Biotechnology, EEUU) como soporte sólido. Para eliminar posibles uniones 
inespecíficas a la proteína G, los lisados celulares en tampón de lisis con 
inhibidores de proteasas y PMSF se incubaron con proteína G - agarosa al 
2,5% durante una hora a 4ºC en rotación. Se dio un pulso en la centrífuga 
a 2000 rpm y se desechó el pellet con la proteína G - agarosa con posibles 
uniones inespecíficas. El sobrenadante se correspondía con el extracto 
celular total (ECT), del que se guardó una alícuota de 50 μl a -80ºC. El resto 
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del extracto se incubó durante 2 h a 4ºC en rotación con 5 µg del anticuerpo 
anti-CTD-Cx43 (IP+) (Polyclonal Anti-Connexin43 antibody produced in 
rabbit Ref C6219-100UL; Sigma-Aldrich). Se añadió proteína G - agarosa 
al 2,5% previamente lavadas 3 veces con una solución de PMSF y se 
incubaron durante 1 hora a 4ºC en rotación. Como control negativo se 
realizaron IPs en las mismas condiciones pero sin añadir el anticuerpo de 
anti-CTD de la Cx43 (IP-). Los pellets fueron lavados entre 5-6 veces con 
tampón de lisis-IP. Finalmente fueron resuspendidos en tampón de carga 
1X (Tabla 2) y calentados a 37ºC durante 30 min, recogiendo el 
sobrenadante. A las partículas de agarosa restantes  se les añadió otra vez 
tampón de carga, y se incubaron a 95ºC durante 10 min para eliminar las 
uniones más fuertes. Se juntaron ambos sobrenadantes y se guardaron a -
80ºC.  
 
3.4. Tinción con plata  
 
La tinción de plata es una técnica que se utiliza para la detección de 
proteínas totales y comparación de niveles entre distintos extractos. Para 
ello se realizó una electroforesis desnaturalizante en el gel poliacrilamida 
(SDS-PAGE) de 1.0 mm de grosor al 10% de acrilamida/bisacrilamida 
(Sigma-Aldrich) (Tabla 2). La electroforesis se llevó a cabo a 80 voltios (V) 
en una cubeta de electroforesis (Bio-Rad) con tampón de electroforesis 1X 
(TEF) (Tabla 1). Inicialmente el gel se fijó  durante 30 min con el fijador 
(Tabla 1). Posteriormente se lavó dos veces con agua destilada durante 10 
min para rehidratar el gel. Se incubó 1 min con el sensibilizador (Tabla 1) y 
se procedió a realizar dos lavados de 1 min , antes de llevar a cabo la tinción 
con la solución de plata durante 30 - 60 min. Tras un lavado con agua 
destilada de 1 min, el gel fue revelado con la solución reveladora (Tabla 1), 
la cual permite que se aprecien las bandas de proteínas. Para parar el 
revelado, se incubó el gel con la mezcla stop (Tabla 1) durante 30 min. 
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Tabla 1. Reactivos gel plata. Volumen final de 50 mL. 
3.5. Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE) y Western Blot 
  
La separación de las proteínas en función de su peso molecular se realizó 
mediante una electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) de 1.0 mm de grosor. Se utilizaron geles al 10% de 
acrilamida/bisacrilamida (Sigma-Aldrich). Las distintas cantidades de 
muestra fueron tratadas con tampón de carga 1X (Tabla 2) y 
posteriormente calentadas durante 10 min a 100ºC. Una vez fueron 
cargadas las proteínas en el gel, la electroforesis se llevó a cabo en las 
mismas condiciones que en el procedimiento del gel de plata anteriormente 
descrito.  
Las proteínas separadas en el gel se transfirieron a una membrana de 
PVDF (Immobilon®-P Polyvinylidene difluoride membranes, Ref: P2938; 
Sigma-Aldrich) previamente activada durante 5 min en metanol y agua, dos 
veces respectivamente. Tras la activación de las membranas, se procedió 
al equilibrado, en el que las membranas y las esponjas de transferencia se 
mantuvieron en una cubeta con tampón de equilibrado (Tabla 2) durante 
15 min a 4ºC. Posteriormente, se llevó a cabo la transferencia semi-
húmeda, a 20 V durante 1 hora (h) utilizando el aparato TransBlot-semi-dry 
Transfer Cell (BioRad). Las membranas se incubaron 10 min con solución 
rojo Ponceau (ATX Ponceau S red staining solution, Ref: 09189; Sigma-









H2O (25 ml) 
Tiosulfato de sodio 
10% (100 μL) 
H2O (50 ml) 
Plata (0,1 g) 
Formaldehído 
37% (37 μL) 
H2O (50 ml) 
Na2CO3 (1,5 g) 
Tiosulfato de sodio 
10% (6,25 μL) 
Formaldehído 37% 
(12,5 μL) 




glacial (5 ml) 
H2O (45 ml) 
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control de transferencia. Las membranas se incubaron en una solución de 
bloqueo (Tabla 2) en agitación y a temperatura ambiente durante 1 h, para 
evitar uniones inespecíficas. Posteriormente, se dejaron incubando toda la 
noche a 4ºC en presencia de los anticuerpos anti-Cx43 en una 
concentración 1:1000 (Polyclonal Anti-Connexin43 antibody produced in 
rabbit Ref C6219-100UL; Sigma-Aldrich), anti-CD9 en una concentración 
1:250 (Polyclonal Anti-CD9 produced in rabbit (H-110) Ref sc-914; Santa 
Cruz Biotechnology) y anti-CD63 a una concentración de 1:250 (Polyclonal 
Anti-CD63 produced in rabbit (H-193) Ref sc-1536; Santa Cruz), anti-
tubulina (Monoclonal Anti-α-Tubulin antibody produced in mouse Ref 
T9026-100UL; Sigma-Aldrich) en una concentración 1:10000, preparados 
en una solución con tampón de lavado 1X y solución de bloqueo. Las 
membranas incubadas con anti-tubulina se utilizaron como control de carga 
junto con la tinción rojo ponceau de la membrana. Tras incubar toda la 
noche, las membranas se lavaron 4 veces durante 15 min en un tampón de 
lavado 1X (Tabla 2) para eliminar uniones inespecíficas del anticuerpo 
primario. Las membranas (anti-Cx43, anti-CD63 y anti-CD9) se incubaron 
con el anticuerpo secundario anti-conejo (Anti-Rabbit IgG (whole 
molecule)–Peroxidase antibody produced in goat, Ref: A4914; Sigma 
Aldrich), y la membrana con anti-tubulina se incubó con el secundario anti-
ratón (Mouse IgG HRP Linked Whole Ab, Ref: GENA931; Sigma-Aldrich). 
La incubación del anticuerpo secundario se realizó durante 1 h a 
temperatura ambiente. Tras la segunda incubación, se lavaron las 
membranas 4 veces durante 15 min con un tampón de lavado 1X. Las 
proteínas fueron reveladas con un kit de quimioluminiscencia (Pierce™ 
ECL Western Blotting Substrate, Ref: 32106; Thermo Scientific) en la 
cámara Amersham Imager 600 imagers (Life Sciences). 
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Tabla 2. Composición de dos geles de poliacrilamida y de los tampones utilizados para la 
detección de proteínas en membranas de nitrocelulosa. SDS (dodecilsulfato sódico), PSA 
(persulfato amónico). 
Componente Gel Separador al 10% Gel Concentrador 
Acrilamida / 
Bisacrilamida 30% 
3,33 mL 400 µL 
Agua 4,64 mL 2,2 mL 
Tris 2M pH 8. 1,88 mL 375 µL 
SDS 10% 100 µL 30 µL 
PSA 20% 25 µL 12 µL 
TEMED 12 µL 3 µL 
 Composición 
Tampón de Carga 1X 
10% SDS; 200 mM Tris-HCl pH 6,8; 50% Glicerol; 0,1% Azul 
de bromofenol; 10% ß-mercaptoetanol 
Tampón de 
Electroforesis (TEF) 
30,3 g Tris-Base; 144 g Glicina; 10 g SDS; pH 7,5 (Volumen 
final de 1 L. 
Tampón de 
Equilibrado 
20% metanol; TEF 10X, agua destilada 
Tampón de Lavado 
10X 
2 mM Tris-Base; 150 mM NaCl 
Tamón de Lavado 1X Tampón de lavado 10X; 0,05% Tween™ al 20% 
Solución de Bloqueo 5% leche (Ref	70166-500G;Sigma)  en tampón de lavado 1X	
 
3.6. Aislamiento de exosomas 
 
Para el aislamiento de exosomas las células fueron cultivadas con DMEM 
suplementado con 10% SBF y 1% P/S, hasta a un 70% de confluencia. 
Posteriormente fueron lavadas con PBS estéril 3 veces para eliminar los 
posibles exosomas procedentes del SBF y se añadió un nuevo medio sin 
suero (NS). Las células se cultivaron con este nuevo medio durante 48 h. 
Las células se levantaron  y se realizó un contaje en la cámara Neubauer 
para conocer el número total de células productoras de exosomas. El medio 
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de cultivo de estas células se recogió y centrifugó a 2000 rpm durante 10 
min para eliminar restos celulares, y el sobrenadante fue filtrado a través 
de un filtro de 0,22 micrómetros (μm). El sobrenadante filtrado se 
ultracentrifugó a 36800 rpm durante 1h y 30 min a 4ºC (Ultracentrífuga 
Beckman Optima L-90K, rotor 70Ti). El pellet de exosomas se recogió en 
medio de cultivo, PBS o buffer de lisis, dependiendo de su posterior uso. 
 
3.7. Extracción de ARN 
 
La extracción de ARN se realizó con TRIzol® Reagent (Invitrogen, EEUU) 
siguiendo las indicaciones del fabricante. La adición de cloroformo (Sigma, 
EEUU) seguida de una centrifugación (12.000 rpm, 15 min, 4ºC) separó la 
muestra en dos fases, una fase acuosa y otra orgánica. El ARN que se 
encuentra en la fase acuosa fue recuperado por precipitación con alcohol 
isopropílico (Sigma, EEUU), centrifugando a 12.000 rpm durante 15 min a 
4ºC. Para evitar la posible contaminación con ADN, las muestras fueron 
tratadas con con ADNasa 1 U/µL (DNase I, RNase-free (supplied with 
MnCl2) Ref. EN0525; Thermo Scientific) durante 15 min a 37ºC, y 
posteriormente se añadió 0,5 M de EDTA durante 15 min a 65ºC, para 
inactivar la ADNasa. Para estimar la pureza de la extracción se utilizó el 
espectrofotómetro Nanodrop ND-1000. La calidad y cantidad de la muestra 
se determinó calculando la proporción (ratio) entre la absorbancia a 260 
nanómetros (nm) y a 280 nm (ratio de 2 para ARN puro), y entre 260 nm y 
230 nm, > 2 como índice de calidad. 
 
3.8. Retrotranscripción de ARN 
 
Para la retrotranscripción de ARN, se utilizó el kit Superscript® Vilo cDNA 
Synthesis Kit (Invitrogen) y 1 μg de ARN por muestra. En el termociclador 
AB Sciences (Applied Biosystems), el ARN se desnaturalizó a 65ºC durante 
10 min, para eliminar posibles estructuras secundarias. La 
retrotranscripción se llevó a cabo siguiendo el programa: 25ºC – 10 min, 
42ºC – 90 min, 85ºC – 5 min y 4ºC. El ADN complementario (ADNc) fue 
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diluido 1:100 en agua libre de nucleasas y proteasas (Water, Ref: W4502; 
Sigma-Aldrich) para el análisis de la expresión génica por RT-PCR. 
 
3.9. Análisis de la expresión génica 
 
 Para el análisis de la expresión génica se llevó a cabo una PCR 
cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR). Se llevó a cabo la reacción con 5 µL 
de ADNc (diluido previamente 1:100), 5µL de la mezcla de cebadores y 10 
µL de SYBR Green (PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix, Ref: A25776: 
Sigma-Aldrich) en un termociclador a tiempo real (LightCycler® 480 
System, Roche). Los  cebadores utilizados se indican en la Tabla 3. La 
reacción se llevó a cabo en las siguientes condiciones: una activación de 
10 min a 95ºC, amplificación de 45 ciclos de 30 segundos (s) a 95ºC con 1 
min a 60ºC, y un enfriamiento de 20 s hasta alcanzar los 4ºC. 
 
Tabla 3. Cebadores sentido y antisentido utilizados para el análisis de la expresión de 
Cx43 (GJIA1) y HPTR (HPRT1) mediante RT-PCR. 
 
 
3.10. Transfección mediante electroporación 
 
Para inducir la sobreexpresión de Cx43 en las líneas celulares utilizadas en 
este trabajo, se realizó una transfección con un vector (pIRES-puro2) que 
contiene el gen de la Cx43 (GJA1) bajo el promotor del CMV 
(citomegalovirus), cedido generosamente por la Dr. Arantxa Tabernero 
(Instituto de Neurociencia Castilla y León). La transfección se llevó a cabo 
mediante electroporación con el equipo NucleofectorTM 2b (Lonza) y el Cell 
Line Nucleofector™ Kit V (Ref: VCA-1003; Lonza). Se utilizaron 1 millón de 
células, las cuales fueron levantadas, resuspendidas en medio DMEM 
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suplementado con 10% SBF y 1% P/S y centrifugadas a 1500 rpm durante 
10 min. Se descartó el sobrenadante y el pellet celular fue resuspendido en 
100 μL de Nucleofector Solution  y repartido en tubos Eppendorf. 
Posteriormente se añadieron 3 µg de ADN plasmídico y el contenido de 
cada Eppendorf se pasó a una cubeta de electroporación. Para llevar a 
cabo la transfección, se aplicó el programa U-28 en una cubeta en el 
NucleofectorTM 2b. Al finalizar, se añadieron 500 μL de medio de cultivo 
previamente atemperado, y las células electroporadas se recogieron y 
sembraron en una placa de 6 pocillos en la que previamente se  había 
añadido 1.5 mL de medio atemperado. A las 24h, se añadió DMEM 
suplementado con puromicina  0,5 µg/mL para seleccionar las células 
transfectadas con el vector de la Cx43 que expresa la puromicina. 
 
3.11. Formación de colonias 
 
Para el ensayo de formación de colonias fueron sembradas 5000 células 
de la línea tumoral de interés en placas de 6 pocillos . El medio de cultivo 
fue renovado cada 48h durante una semana. Las células fueron fijadas con 
paraformaldehido al 2% frío, y posteriormente teñidas con violeta de cresilo.   
 
3.12. Ensayo de herida 
 
Para comprobar que la localización de la Cx43 en las células es funcional, 
se llevó a cabo un ensayo de herida o Scrape loading. Para ello las células 
fueron sembradas en placas de 12 pocillos y se cultivaron hasta alcanzar 
una confluencia del 90%. Las células fueron lavadas con PBS a 37ºC y 
posteriormente se añadió una solución al 0.4% del colorante fluorescente 
Lucifer Yellow (LY) (Ref: ACE-25-LY; Cell Projects Ltd UK) en PBS. 
Posteriormente se hizo una herida en cada pocillo de la placa de cultivo con 
ayuda de una aguja o un bisturí. Tras la incubación con el LY durante 3 a 
37ºC, se lavaron con DMEM N/S, y fueron fijadas con formaldehído al 4%. 
La transferencia de LY se evaluó en un microscopio fluorescente Nikon 
Eclipse Ti. 
Material y Métodos 
Estudio de la Función de la Cx43 exosomal en melanoma 26 
 
3.13. Análisis del componente proteico mediante espectrometría de 
masas.  
 
Los exosomas aislados de las líneas celulares A375 y A375 que 
sobreexpresa la Cx43 (A375-vCx43) fueron sometidas a un análisis del 
componente  proteico para identificar y comprobar qué proteínas estaban 
presentes en los exosomas. Para el análisis proteico de las muestras se 
utilizó el espectrómetro de masas LC-MS/MS 6600 triple TOF y la fuente 
de ionización de desorción/ionización por láser asistida por una matriz 
(MALDI, Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization) dentro del servicio de 
la plataforma de proteómica del IDIS en Santiago de Compostela. Sólo se 
han tenido en cuenta aquellas proteínas identificadas con un FDR (tasa de 
falsos positivos) del 1% de error. En el caso de los exosomas positivos para 
Cx43, se seleccionaron las que presentaban un FDR mayor de 0,65, y un 
FDR superior a 0,71 para los exosomas negativos para Cx43. Se indicaron 
los valores de unused, coverage y número de péptidos. Unused refleja los 
péptidos identificados únicamente relacionados con esa proteína. 
Coverage es el porcentaje de la secuencia de aminoácidos de la proteína 
que es cubierta por los aminoácidos identificados por espectrometría de 
masas en tándem (MS/MS).  Se indica el número de péptidos obtenidos por 
MS/MS que han servido para identificar una proteína. 
 
3.14. Ontología de genes 
 
Para el análisis de los datos de espectrometría de masas (MS) y 
representación con los términos de ontología de genes (OG), los datos 
fueron analizados utilizando GO Enrichement Analysis. Este programa está 
conectado con la herramienta PANTHER Classification System (PANTHER 
version 11: expanded annotation data from Gene Ontology and Reactome 
pathways, and data analysis tool enhancements). El análisis de los datos 
también se llevó a cabo con la herramienta STRING.
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4. Resultados 
 
4.1. Sobreexpresión de la Cx43 en melanoma 
 
La línea de melanoma metastásico A375 fue transfectada mediante 
electroporación con el vector pIRES puro 2 que expresa el gen de la Cx43 
bajo el promotor del citomegalovirus (CMV). La expresión de la Cx43 bajo 
el promotor del CMV, incrementó los niveles de ARN y los niveles de la  
proteína detectada por RT-qPCR y western blot respectivamente (Figura 
3.a). En la Figura 3.a se muestran los resultados de los  bajos niveles de 
expresión de la Cx43 (ARNm) en la línea A375, y de la misma línea pero 
transfectada con el vector para sobreexpresar la Cx43 (A375-vCx43).             
Figura 3. Sobreexpresión de Cx43 en la línea de melanoma metastásico A375 mediante 
el vector pIRES puro 2. a) Expresión de Cx43 a nivel de ARNm en las líneas A375 y 
A375pCx43. Patrón de expresión de la Cx43 por Western-Blot de A375, A375 pCont y 
A375pCx43. Se utilizó la tubulina como control de carga. b) Localización celular de la Cx43 
por inmunofluorescencia, con las líneas A375 y A375pCx43. 
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El análisis de western blot indica que la línea de origen y la línea 
transfectada con el vector control (sin el gen de la Cx43), contienen la Cx43 
modificada, detectándose bandas de alto peso molecular y sin observarse 
a penas la banda de 43 kDa de la forma no modificada de la proteína. En 
la línea A375-vCX43 se detectaron diferentes formas de Cx43 modificada, 
incluida la forma de 55 kDa, pero principalmente la banda de 43 kDa 
correspondiente a la Cx43 no modificada.  A continuación se realizó una 
inmunofluorescencia para estudiar la sublocalización celular de la Cx43 en 
la línea A375-vCx43 (Figura 3.b). Como se indica en la imagen, la Cx43 se 
localiza principalmente en la membrana celular y alrededor del núcleo, 
probablemente en el RE o en el aparato de Golgi. En la línea A375 como 
se esperaba, a penas se detectó Cx43, no detectándose en membrana  y 
con localización principalmente citoplasmática. 
  
Para comprobar si la localización en membrana de la Cx43 en la nueva 
línea celular estaba relaciona con la formación de UCs funcionales, se llevó 
a cabo un ensayo de herida, denominado scrape loading en inglés. (Figura 
4). En la línea A375-vCx43 se observó una mayor transferencia de LY a 
entre células en contacto, en  comparación con la línea A375.  
 
Figura 4. Medida de la transferencia de LY mediante Scrape Loading con las líneas A375 
y A375-vCx43 para estudiar la activdad de las UCs. 
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4.2. Aislamiento y caracterización de exosomas aislados de líneas de 
melanoma con altos niveles de expresión de Cx43  
 
 Los exosomas de la línea A375 y de la línea que sobreexpresa la Cx43 
(A375-vCx43) fueron aislados mediante ultracentrifugación como se indica 
en la sección de métodos. Los exosomas aislados fueron visualizados 
mediante microscopía electrónica de transmisión y con partículas de oro 
(Figura 5). Como se muestra en la imagen de la Figura 5, se detectaron 
agregados de exosomas y exosomas libres con el tamaño esperados  
implicadas en la progresión y protección de melanoma28. La caracterización 
del tamaño de estas partículas se hizo con medidas en el Zetasizer Nano 
Z. Como se indica que la Figura 5.c, en las muestras analizadas se 
detectaron tamaños de partículas entre 20 y 100 nm. La presencia de la 
Cx43 en exosomas se estudió mediante western blot.  Los exosomas 
procedentes de la línea A375-vCx43 mostraron niveles elevados Cx43, 
mientras que los exosomas de la línea A375 carecen de dicha proteína 
(Figura 6.a). Los resultados de estos ensayos mostraron que la Cx43 en 
exosomas se encuentra fundamentalmente en su forma nativa, con pocas 
bandas de alto peso molecular que indican modificaciones 
postraduccionales entre las que se incluyen la SUMOilación y 
ubiquitinación. Únicamente se detectan bandas superiores a la de 43 kDa, 
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Figura 5. a) Imagen de microscopía electrónica de transmisión con tinción de partículas 
de plata para visualizar los exosomas. b) Análisis de diferentes marcadores de exosomas 
aislados de las líneas A375 y A375-vCx43 y analizados mediante Western-Blotting para 
detectar  CD63 y CD9. c) Caracterización del tamaño de los exosomas mediante Zetasizer 
Nano Z. 
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4.3. Efecto de los exosomas positivos para Cx43 en las células de 
melanoma 
 
Para observar el efecto que presenta la Cx43 de los exosomas en líneas 
de melanoma metastásico, diseñamos un experimento en el cual añadimos 
los exosomas positivos para la Cx43 procedentes de la línea A375-Cx43, a 
las células de la línea A375. A modo de control, la línea A375 también fue 
tratada con exosomas extraídos de la misma línea A375 negativos para la 
Cx43. Los exosomas fueron añadidos cada 48h durante una semana. Al 
cabo de una semana, se analizó mediante western blot la presencia de la 
Cx43 (Figura 6). Como se indica en la Figura 7, el tratamiento de la línea 
Figura 6. Presencia de Cx43 en lisados celulares de A375 y A375-vCx43 y en los 
exosomas de las mismas líneas detectada mediante WB. 
Figura 7. Niveles de Cx43 en las líneas A375, A375pCx43 (no tratadas) y en la A375 
tratada con los exosomas positivos para Cx43  procedentes de la línea A385pCx43. 
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A375 con exosomas positivos para la Cx43 (previamente confirmado 
mediante western blot) da lugar a un incremento en los niveles de la Cx43 
en la línea de melanoma original no transfectada. Mediante una RT-qPCR 
se comprobó que los exosomas positivos para Cx43 no sólo incrementaban 
la cantidad de proteína en las células receptoras, sino también se detecto 
un incremento en los niveles de ARNm de la Cx43, indicando un incremento 
de 4 veces en la expresión génica. (Figura 8.a). 
Para estudiar el efecto de la Cx43 a nivel exosomal en crecimiento de 
células tumorales, se llevó a cabo un estudio de colonias (Figura 8.b). El 
tratamiento de la línea original A375 con exosomas positivos y negativos 
para Cx43 se llevó a cabo durante una semana, partiendo de un número 
inicial de 1000 células. Los resultados mostrados en la Figura 8.b 
demostraron que la Cx43 a nivel exosomal reduce la capacidad proliferativa 
y de formación de colonias, con respecto a las células tratadas con 
exosomas negativos para la Cx43. 
 
4.4. Caracterización del componente proteíco en exosomas positivos 
y negativos para Cx43 aislados de células de melanoma. 
 
La identificación de péptidos y proteínas en exosomas de las líneas de 
melanoma metastásico A375 y A375-vCx43, se realizó por espectrometría 
de masas. Los exosomas fueron aislados a partir de un cultivo de 20 
millones de células, y fueron resuspendidos en tampón de lisis. 
Figura 8. a) Niveles de ARNm de la Cx43 en exosomas de las A375 tratadas con 
exosomas procedentes de las A375 (Cx43-) y de las A375-vCx43 (Cx43+). b) Las 
imágenes representan los resultados de la capacidad de formación de colonias de las 
A375 tratadas con exosomas positivos y negativos para Cx43. 
. 
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Posteriormente fueron enviados al servicio de la plataforma de proteómica 
del IDIS en Santiago de Compostela. En los análisis realizados se tuvieron 
en cuenta únicamente las proteínas con un FDR (tasa de falsos positivos) 
mayor de 0,65 para los exosomas positivos para Cx43, y un FDR superior 
a 0,71 para los exosomas negativos para Cx43. Se identificaron 1017 
proteínas en los exosomas negativos para la Cx43 y 1460 proteínas en 
exosomas positivos para Cx43. Entre los análisis llevados a cabo, el 
diagrama de Venn mostrado en la Figura 9 indica la presencia de 539 
proteínas presentes únicamente en los exosomas positivos para Cx43. Por 
el contrario, sólo se encontraron 96 proteínas exclusivas de la línea A375. 
Ambos tipos de exosomas contienen 921 proteínas comunes. 
 
Los primeros análisis de OG, utilizando los programas informáticos Panther 
y STRING, revelaron que las proteínas presentes en lo exosomas de la 
línea que sobreexpresa la Cx43 se encuentran principalmente en el 
citoplasma, el núcleo, la membrana plasmática, en la región extracelular a 
modo de proteína soluble, y en los exosomas extracelulares (Figura 10.a). 
Las proteínas presentes en los exosomas negativos para Cx43 presentan 
un patrón de componentes celulares similar a exosomas con Cx43; sin 
embargo, las proteínas se encuentran en mayor proporción en la región 
Figura 9. Diagrama de Venn con proteínas diferenciales y comunes en exosomas 
positivos y negativos para la Cx43. 
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extracelular, en los exosomas extracelulares, en la membrana y en el 
núcleo. 
 
 Con respecto a los procesos biológicos de exosomas con Cx43, (Figura 
10.a) el análisis OG indicó la presencia de un importante número de 
proteínas relacionadas con la comunicación celular, respuesta a estímulos, 
expresión génica, procesos metabólicos de ácidos nucleicos y procesos 
metabólicos de proteínas. También es importante destacar que estas 
proteínas se encuentran implicadas en señales de transducción de la 
proteína RAS, ya que este proto-oncogen se activa en diversos tipos de 
cánceres y se encuentra en la cabeza de la cascada de señalización de la 
MAPK30. Se detectaron proteínas implicadas en la regulación de procesos 
del sistema inmune y de la regulación positiva de la respuesta inmune 
innata. Según el componente proteico de los exosomas negativos para la 
Cx43 (Figura 10.b), estos se encuentran implicados en procesos de 
comunicación celular, expresión génica y procesos metabólicos de ácidos 
nucleicos y proteínas. Sin embargo, hay un menor número de proteínas 
implicadas en los procesos de respuesta a estímulos en comparación con 
los exosomas positivos para la Cx43. Otra diferencia presente entre las 
proteínas de ambos grupos de exosomas, es que los exosomas con Cx43 
se encuentran implicados en la regulación de la actividad de los promotores 
de la ARN polimerasa I y II, mientras que no se identificaron proteínas 
relacionadas con esta actividad en los exosomas negativos para la Cx43. 
 
El mismo análisis pero teniendo en cuenta sólo las proteínas presentes 
exclusivamente en los exosomas positivos para Cx43 (Figura 11.a), puso 
en evidencia que las proteínas exclusivas de estos exosomas se localizan 
principalmente en el citoplasma, el núcleo, la región extracelular y dentro 
del grupo de exosomas extracelulares. Sin embargo, las 96 proteínas 
exclusivas de los exosomas negativos para Cx43 (Figura 11.b) se 
encuentran en su mayor parte en la región extracelular y en vesículas de la 
membrana citoplasmática. Además, también se identificaron gran número 
de proteínas en los exosomas positivos para Cx43 que se encuentran en 
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las zonas de contacto célula-célula, en los melanosomas, en el complejo 
del proteasoma y en los exosomas extracelulares; mientras que ninguna de 
las proteínas de los exosomas negativos para Cx43 se encuentra en 
ninguna de esas localizaciones.  
 
Con respecto a los procesos biológicos, en la Figura 11 se puede observar 
que las proteínas exclusivas de los exosomas negativos para Cx43 
únicamente se encontraron implicados en comunicación celular de entre 
todos los grupos que seleccionamos para la agrupación según procesos 
biológicos (Figura 11.b). Sin embargo, según el análisis llevado a cabo con 
el programa STRING, estos exosomas contienen proteínas implicadas en 
Figura 10. a) Clasificación de las proteínas de los exosomas negativos para Cx43  
identificadas según OG con respecto a los procesos biológicos en los que están implicadas 
y su localización celular. b) Clasificación de las proteínas de los exosomas positivos para 
Cx43  identificadas según OG con respecto a los procesos biológicos en los que están 
implicadas y su localización celular. 
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procesos generales de desarrollo, organización de componentes celulares 
y biogénesis de componentes celulares. Por otro lado, las proteínas 
únicamente presentes en los exosomas positivos para Cx43 están 
implicadas en procesos de comunicación celular, de respuesta a estímulos, 
expresión génica, procesos metabólicos de proteínas, y procesos del 
sistema inmune principalmente. Cabe destacar su implicación en la 
elongación de la transcripción mediante el promotor de las polimerasas I y 
II, y la señal de transducción de la proteína RAS. 
 
Figura 11. a) Clasificación de las proteínas exclusivas de los exosomas negativos para 
Cx43  identificadas según OG con respecto a los procesos biológicos en los que están 
implicadas y su localización celular. b) Clasificación de las proteínas exclusivas de los 
exosomas positivos para Cx43  identificadas según OG con respecto a los procesos 
biológicos en los que están implicadas y su localización celular. 
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Se ha realizado un mapa con las interacciones de las proteínas presentes 
en los exosomas negativos y positivos para la Cx43, así como de las 
proteínas diferenciales presentes en cada grupo. El mapa de interacciones 
de las proteínas totales en cada grupo generado a partir del programa 
STRING, tras el análisis de las proteínas presentes en los exosomas 
positivos y negativos para la Cx43 se muestra en la Figura 12. Entre las 
rutas de señalización, destacan varias proteínas presentes en los 
exosomas positivos para Cx43 relacionadas con el transporte de ARN, la 
ruta de señalización PI3K/AKT, endocitosis, proteoglicanos en cáncer, ruta 
de señalización Rap1 o ciclo celular entre otros. En la Tabla suplementaria 
I se muestran las 30 rutas con un mayor número de proteínas presentes en 
los exosomas positivos para Cx43 según el análisis llevado a cabo, 
utilizando el programa STRING.   
Figura 12. a) Mapa de interacciones entre las proteínas de los exosomas negativos para 
Cx43. Análisis cluster con k-medias, 2 clusters. b) Mapa de interacciones entre las 
proteínas de los exosomas positivos para Cx43. Análisis cluster con k-medias, 2 clusters 
Resultados 
Estudio de la Función de la Cx43 exosomal en melanoma 38 
En los exosomas negativos para Cx43 destacan también distintas proteínas 
presentes en rutas implicadas en la vía de señalización PI3K/AKT, 
adhesión focal, transporte de ARN, rutas de cáncer, el complejo del 
proteasoma, vía de señalización Rap1 y uniones comunicantes. En la 
Tabla suplementaria II se muestras las 30 rutas con un mayor número de 
proteínas implicadas para los exosomas negativos para Cx43.   
 
En un segundo análisis se crearon dos mapas para las proteínas 
específicas de los exosomas positivos y negativos para la Cx43. En la 
Figura 13 se muestran ambos mapas, donde destacan grupos de proteínas 
de los exosomas positivos para Cx43 implicadas en rutas de transporte de 
ARN, adhesión focal, degradación del ARN o complejo del proteasoma. 
Entre las 96 proteínas presentes exclusivamente en los exosomas 
negativos para Cx43, solo se encontraron agrupadas en rutas implicadas, 
según la nomenclatura del análisis descargado, en la guía axonal. En esta 
ruta se encuentran implicadas dos proteínas tirosin quinasa (EPHB3 y 
EPHB4), las cuales están implicadas en la adquisición de resistencia a 
inhibidores BRAF. En este grupo también se encuentran implicadas cuatro 
GTPasas (RAC1, RAC2, RAC3 y SRGAP1) que presentan actividad 
tumorogénica. En la Tabla suplementaria III se muestran las rutas en las 
que se encuentran incluidas las proteínas diferenciales de los exosomas 
positivos y negativos para Cx43 según el análisis llevado a cabo, utilizando 
el programa STRING.   
 
El análisis de la cantidad de proteínas comunes en los exosomas positivos 
y negativos para Cx43 permitió seleccionar las 30 proteínas que más 
difieren en el número peptídico entre ambas líneas Tabla 4 . Por ejemplo, 
la proteína ACTG1 tiene 103 péptidos más en los exosomas negativos para 
la Cx43 que en los positivos. Esta proteína se encuentra implicada en la 
regulación positiva del ensamblaje de las uniones comunicantes, en la 
respuesta celular del interferón gamma, o en procesos de organización de 
la membrana. La proteína HSPA1A presenta 64 péptidos más en los 
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exosomas positivos para Cx43 que en los negativos, y está implicada en 
diversos procesos como la regulación negativa de la proliferación celular, o 
en la regulación positiva de la vía de señalización mediada por TNF-α 
(Factor de necrosis tumoral α). La proteína SERBP1 es mucho más 
abundante en exosomas positivos para Cx43, y está implicada en la 
regulación de procesos apoptóticos. La proteína NME1 es 10 veces más 
abundante en los exosomas positivos para Cx43, y está implicada en la 
regulación negativa de la proliferación celular y expresión génica, así como 
en la regulación positiva de la proliferación de células epiteliales, o en la 
regulación de procesos apoptóticos.  
Figura 13. a) Mapa de interacciones entre las proteínas exclusivas de los exosomas 
negativos para Cx43.b) Mapa de interacciones entre las proteínas exclusivas de los 
exosomas positivos para Cx43. 
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Tabla 4. Rutas en las que se encuentran implicadas proteínas presentes en los exosomas 
positivos para Cx43 y en los negativos. Se presenta el número de péptidos implicados en 
cada ruta y la diferencia de expresión proteica que se da entre ambas líneas. 
 
A375 Péptidos(95%) A375-vCx43 Péptidos(95%) 
Diferencia 
de péptidos 
ACTG1 104 ACTG1 1 103 
HSPA1A 28 HSPA1A 92 64 
SERBP1 1 SERBP1 63 62 
CLTC 183 CLTC 239 56 
GAPDH 30 GAPDH 86 56 
RPL4 73 RPL4 25 48 
RPL21 2 RPL21 43 41 
AP1B1 2 AP1B1 41 39 
ITGA6 39 ITGA6 1 38 
HSPB1 41 HSPB1 6 35 
CD109 20 CD109 51 31 
TUBB3 9 TUBB3 37 28 
MTHFD1 11 MTHFD1 38 27 
PPP2R5E 28 PPP2R5E 2 26 
EPRS 17 EPRS 42 25 
EIF3E 3 EIF3E 27 24 
PCOLCE 15 PCOLCE 39 24 
EEF1A1 13 EEF1A1 36 23 
HSP90AB1 42 HSP90AB1 65 23 
EZR 3 EZR 25 22 
LDHB 36 LDHB 15 21 
RPS9 11 RPS9 32 21 
APRT 5 APRT 24 19 
PRKDC 24 PRKDC 43 19 
VARS 16 VARS 35 19 
CDC37 19 CDC37 1 18 
LDHA 3 LDHA 21 18 
NME1 2 NME1 20 18 
STOM 7 STOM 25 18 
RPL13 24 RPL13 7 17 
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5. Discusión 
 
La Cx43 es un potente factor supresor de tumores en melanoma13,14. Sin 
embargo, su función en la progresión del melanoma maligno como en 
procesos de intravasación/extravasación y en resistencia a tratamientos 
todavía se encuentra en estudio. Estudios recientes han demostrado que 
la presencia de la Cx43 en los exosomas favorece la internalización de 
estas vesículas por las células receptoras aportando una nueva vía de 
comunicación entre el exosoma y la célula sin necesidad de 
internalización25.  
 
El objetivo de este trabajo ha sido estudiar el efecto que ejerce la Cx43 a 
nivel exosomal en una línea de melanoma humano metastásico. Para llevar 
a cabo este objetivo se transfectó mediante electroporación la línea A375 
con un vector para expresar de Cx43. El incremento en los niveles de Cx43 
desencadeno en la detección de esta proteína transmembrana en las 
vesículas extracelulares y exosomas. El aumento de los niveles de la Cx43 
restauró la localización en la membrana celular, restaurando la 
comunicación intercelular a través de UCs. Posteriormente exosomas 
aislados de la línea A375 negativos para la Cx43 y de la misma línea pero 
transfectada (exosomas positivos para la Cx43) fueron utilizados para tratar 
la línea original de melanoma. En el análisis previo mediante western blot 
reveló que la Cx43 en exosomas se encuentra fundamentalmente en su 
forma nativa, y con bandas superiores que se corresponderían con formas 
fosforiladas de la Cx4325. El tratamiento durante 1 semana de la línea 
metastásica original con exosomas positivos para la Cx43 en su forma 
nativa, es capaz de disminuir la proliferación celular y la capacidad 
formadora de colonias de esta línea celular. Estos resultados indican que 
la presencia de la Cx43 en la partícula exosomal podría dotar a la misma 
de una capacidad supresora de metástasis. 
  
Mediante espectrometría de masas hemos analizado el componente 
proteico de los exosomas positivos y negativos para la Cx43, detectándose 
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considerables diferencias entre ambos grupos de exosomas. Al comprobar 
el número de proteínas específicas para cada grupo, se ha visto que los 
exosomas positivos para la Cx43 presentan un número mayor de proteínas 
diferenciales respecto a exosomas negativos para la Cx43. La presencia 
de la Cx43 cambia el patrón de los procesos biológicos en los que la 
partícula exosomal podría estar implicada. Por ejemplo, los exosomas 
aislados de la línea que sobreexpresa Cx43 tienen 3 veces más proteínas 
implicadas en la respuesta a estímulos. Además, los exosomas positivos 
para Cx43 se encuentran implicados en la elongación de la transcripción 
mediada por el promotor de la ARN polimerasa I y II. Sin embargo ninguna 
proteína de los exosomas negativos para Cx43 está implicada en esta ruta. 
También hemos observado en ambos tipos de exosomas la presencia de 
proteínas implicados en la señal de transducción de la proteína RAS. La 
vía de señalización RAS-RAF-MEK-ERK es una de las vías oncogénicas 
clave que impulsa la progresión del melanoma BRAF mutado y también se 
sabe que desempeña un papel central en la diferenciación y expansión 
normal de los melanocitos31. Por otro lado, las proteínas exclusivas de los 
exosomas negativos para Cx43 presentan una localización celular más 
limitada, no encontrándose en las zonas de contacto célula-célula, en los 
melanosomas, el complejo del proteasoma o los exosomas extracelulares.  
 
Cuando analizamos los procesos biológicos de las proteínas de los 
exosomas positivos para Cx43, se detectó que un grupo de proteínas están 
implicadas en rutas que regulan procesos de cáncer y en la ruta de 
señalización PI3K-AKT. La ruta PI3K-AKT es de especial interés, puesto 
que existen evidencias de que juega un papel importante en la resistencia 
a inhibidores BRAF/MEK32. También es importante su implicación en la vía 
se señalización de Rap1. Rap1 es un regulador central de la adhesión 
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Es importante destacar que hemos observado varias proteínas exclusivas 
de los exosomas positivos para Cx43 implicadas en la replicación del ADN, 
como son las helicasas MCM4, MCM6 y MCM7. En el caso de la MCM7 
por ejemplo, además de participar en el inicio de la replicación del ADN, 
esta proteína también seha visto implicada en la activación del punto de 
control de la fase S por daño inducido por UV34.  
 
Al comparar las proteínas comunes entre los exosomas positivos y 
negativos para la Cx43, hemos observado que existe una diferencia de 
expresión (abundancia) de las mismas medida por el número de péptidos 
que presenta cada una. Tras analizar estos datos, hemos observado que 
los exosomas negativos para la Cx43 presentan un mayor número de 
péptidos de proteínas implicadas en la regulación del interferón gamma 
(IFN-γ), como la proteína ACTG1. También hemos visto que los exosomas 
positivos para la Cx43, presentan mayor abundancia de proteínas 
implicadas en la regulación negativa de la proliferación celular, como 
HSPA1A o NME1.  
 
Los resultados de este trabajo de fin de máster, indican que la Cx43 actúa 
a modo de andamiaje a nivel exosomal reclutando proteínas implicadas en 
diversas rutas de señalización. Estos resultados indican que la Cx43 podría 
cambiar la función del exosoma repercutiendo negativamente en el 
progreso del tumor. Nuestro próximo objetivo es caracterizar con más 
detalle el componente proteico y diseñar estudios funcionales para poder 
corroborar la actividad global del componente proteico y de la Cx43 a nivel 
exosomal en metástasis, utilizando modelos animales (xenotransplante). 
Para completar el estudio identificaremos mediante ARN-seq las moléculas 
de ARN presentes en exosomas liberados con y sin Cx43, ya que la Cx43 
también presenta potenciales dominios de unión a moléculas de ARN y 
ADN. Estos resultados nos ayudarían a entender el efecto y función de la 
Cx43 a nivel exosomal con el objetivo de desarrollar nuevas estrategias 
terapéuticas que permitan reactivar y mantener la función de la Cx43 en 
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melanoma metastásico y durante el proceso de resistencia a los 





Conclusiones relacionadas con el objetivo 1: 
 
- La expresión ectópica de Cx43 en melanoma metastásico restaura la 
función de la Cx43 en membrana y la comunicación intercelular a través 
de UCs. 
- El aumento de la expresión de la Cx43 en melanoma es suficiente para 
favorecer la Cx43 a nivel exosomal.  
 
Conclusiones relacionadas con el objetivo 2: 
 
- La Cx43 a nivel exosomal se encuentra mayoritariamente en la forma 
no modificada (forma nativa de la proteína) y fosforilada, no 
detectándose bandas de mayor peso molecular correspondientes a 
SUMOilación o ubiquitinación de la proteína. 
- La presencia de la Cx43 en la partícula exosomal cambia la función de 
la vesícula dotándola de capacidad supresora de formación de 
colonias. 
- La Cx43 participa en el anclaje o reclutamiento de proteínas a nivel 
exosomal. La presencia de la Cx43 en el exosoma cambia el 
componente proteico afectando, por ejemplo, a la regulación de la 
transcripción por ARN-Pol I y Pol II, a la replicación del ADN o al 
metabolismo celular. 
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